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°C Grad Celsius 
Abb. Abbildung 
ADP Adenosindiphosphat 
Akt Proteinkinase B 
ANOVA Analysis of variances 
APS Ammoniumpersulfat 
Aqua dest. Aqua destillata 
ATP Adenosintriphosphat 
Bcl-2 B-cell-lymphoma 2 
BPB Bromphenolblau 
BSA Bovines Serum Albumin 
bzw. Beziehungsweise  
ca. Circa 
Caspase Cysteinyl-aspartate specific protease 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
d.h. Das heißt 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DNA Desoxyribonucleid acid  
EGF Epidermal growth factor  
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
eNOS Endothelial nitrit oxide synthase  
EPO Erythropoetin 
Erk Extrazellular Signal-regulierte Kinase 
et al. Et alii (und Andere) 
FKS Fötales Kälberserum 
ggf. Gegebenenfalls 
GLUT Glukose-Transporter 
H2O2  Wasserstoffperoxid 
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HeLa Humane Zervixkarzinomepithelzellen nach Henrietta Lacks 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
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HIE Hypoxisch-ischämische Enzephalopathie 
 
HIF-1α Hypoxie-induzierter Faktor-1 alpha 
HIF-1β Hypoxie-induzierter Faktor-1 beta 
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SDS Sodium dodecyl sulfate  
SEM Standart error of mean  
Tab.  Tabelle 
TBST Tris buffered saline tween 20 













vs. Versus  
 
 
WHO World health organisation 











































  Einleitung 1                                    
 
1 Einleitung 
1.1 Perinatale Asphyxie 
1.1.1 Pathophysiologie 
 
Das Wort Asphyxie entstammt dem Altgriechischen und bedeutet sinngemäß über-
setzt "Pulslosigkeit“. Perinatale Asphyxie bezeichnet die Minderversorgung eines 
Säuglings mit Sauerstoff, die sich vor, während oder unmittelbar nach der Geburt 
ereignet1.  
Die Inzidenz der Perinatalen Asphyxie liegt in der westlichen Welt bei 1-1,5 Prozent 
und stellt damit eine häufige Schwangerschafts- und Geburtskomplikation dar2. Ur-
sächlich sind Beeinträchtigungen des plazentaren oder pulmonalen Gasaustausches, 
die unter anderem durch maternale Infektionen, Plazentainsuffizienz, Uterusruptur 
oder Nabelschnurkompression bedingt sein können3,4. Der betroffene Säugling erhält 
daraufhin ein vermindertes Sauerstoffangebot. Der sinkende Sauerstoffgehalt im ar-
teriellen Blut (Hypoxämie) sowie Kohlenstoffdioxidretention (Hyperkapnie) sind die 
Folge. Ebenso kommt es zum Abfall des Sauerstoffpartialdrucks im kindlichen Ge-
webe (Hypoxie)4. Zerebrales Gewebe weist die geringste Ischämietoleranz aller Or-
gane auf, daher kann es bereits innerhalb weniger Minuten zu irreversiblen Schäden 
von Gehirnzellen kommen5. 
 
1.1.2 Hypoxisch-ischämische Enzephalopathie  
 
Als Folge der Asphyxie kann sich eine Hypoxisch-ischämische Enzephalopathie 
(HIE) entwickeln, die mit einer Inzidenz von 2-3 auf 1000 auftritt und klinisch unter-
schiedliche Manifestationen zeigen kann6. In 25-50 Prozent der Fälle wurden Folge-
schäden in Form von kognitiven und sozialen Defiziten registriert. Die Schweregrade 
zeigten unterschiedliche Ausprägungen. Bei Frühgeborenen traten besonders 
schwerwiegende Folgen auf. Diese manifestierten sich in bis zu 10 Prozent der Fälle 
in Form von Zerebralparesen, Krampfanfällen und schwersten mentalen Retardie-
rungen2.  
Eine HIE liegt definitionsgemäß vor, wenn folgende vier Kriterien erfüllt sind: metabo-
lische Azidose (Nabelarterien pH-Wert unter 7,0), klinische Zeichen einer Enzepha-
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lopathie, Zerebralparese im Verlauf, zudem muss eine andere Ursache einer lokalen 
oder globalen Hirnschädigung ausgeschlossen sein1.  
Der Verlauf der HIE gliedert sich in mehrere Phasen des Zelluntergangs (s. Abb. 1)7: 
Die primäre Phase beschreibt den primären Zelluntergang durch zunächst nekroti-
sche neuronale Schäden aufgrund eines verminderten zerebralen Blutflusses wäh-
rend der akuten Asphyxie. Im Anschluss folgt eine Reoxygenierungsphase mit einem 
regelrechten zerebralen Sauerstoffmetabolismus, der bis zu sechs Stunden anhalten 
kann. Dieser Zeitraum ist sehr entscheidend für das Zellüberleben und wird als laten-
te Phase beschrieben6. Vermutlich werden in dieser Periode Energiereserven der 
Zellen metabolisiert. Nach deren vollständigem Verbrauch werden zytotoxische Me-
chanismen und die Initiation intrazellulärer apoptotischer Vorgänge ausgelöst2. Der 
apoptotische Zelltod (sekundärer Zelluntergang) findet im Zeitraum von 6-15 Stunden 
nach der Asphyxie statt und ist klinisch von zerebraler Ödembildung und Krämpfen 
begleitet. Das Zeitfenster zwischen dem primären (nekrotischen) und sekundären 
(apoptotischen) neuronalen Zelluntergang (0-6 Stunden nach dem Insult), die soge-













1.2 Zelluläre Mechanismen bei neuronaler Hypoxie 
 
Durch Hypoxie entsteht eine Wiederaufnahmestörung des Neurotransmitters Gluta-
mat. Über die vermehrte Aktivierung von Kalziumkanälen durch Glutamat kommt es 
zum Einstrom von Kalzium in die postsynaptischen Neurone (s. Abb. 2)9. Es entste-
hen hohe intrazelluläre Kalziumkonzentrationen, die zur Aktivierung von Proteasen, 
Endonukleasen und Phospholipasen führen. Zudem wird die Entstehung reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) begünstigt. ROS sind Sauerstoffderivate mit hochreagiblen 
Abbildung 1:  Zeitlicher Verlauf der HIE 
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Eigenschaften10. Sehr hohe Konzentrationen werden als oxidativer Stress bezeichnet 
und führen zur Destruktion des Zytoskeletts und des Genoms der Zellen. Außerdem 
bewirken ROS die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Zyto-
plasma. Über die Aktivierung von Caspasen wird die intrinsische Apoptosekaskade 
eingeleitet und führt in den Zelltod2,11,12.  
Die hohen intrazellulären Kalziumkonzentrationen stimulieren und aktivieren die im 
Zytoplasma gelegene neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase, was eine erhöhte Pro-
duktion von Stickstoffmonoxid (NO) zur Folge hat13. NO schädigt die Mitochondrien 













1.2.1 HIF-1α und PARP-1 
 
Der Hypoxie-induzierte Faktor-1α (HIF-1α) ist die Untereinheit eines im Zytoplasma 
vorliegenden Transkriptionsfaktors, der konstitutiv synthetisiert wird15. Unter Normo-
xie ist HIF-1α hydroxyliert und liegt in inaktiver Form vor11,16. Unter leichter Hypoxie 
entfällt durch die Abwesenheit von Sauerstoff die Hydroxylierung und es kommt zur 
Akkumulation der aktiven Form von HIF-1α. Anschließend wird HIF-1α phosphoryliert 
und gelangt in den Zellkern, um dort mit der HIF-1β Untereinheit zu dimerisieren17. 
Der so entstandene aktive Transkriptionsfaktor HIF-1 induziert eine Genexpression, 
die die Adaptation der Zelle an Hypoxie fördert: Es wird eine gesteigerte Expression 
von VEGF (Vascular endothelial growth factor), EPO (Erythropoetin), Glukose-
Transportern (GLUT-1, GLUT-3) und Enzymen der Glykolyse induziert18,19.  
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Unter starker Hypoxie oder Anoxie interagiert HIF-1α in dehydroxylierter und de-
phosphorylierter Form mit p53. Das p53-Protein ist an der Regulierung der Permeabi-
lität der Mitochondrienmembran über die Bcl-2-Familie beteiligt und beeinflusst damit 
die Cytochrom C-Freisetzung und den intrinsischen Weg der Apoptose (s. Abb. 
3)17,19.  
Die Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) ist ein körpereigenes Enzym, das in ver-
schiedenen Isoformen ubiquitär intrazellulär auftritt. Die klassische und am meisten 
untersuchte PARP-Form ist die im Zellkern lokalisierte PARP-1. Die Hauptfunktion ist 
die Katalysierung der DNA-Reparatur durch Ribosylierung nach Strangbrüchen20. 
Eine Inaktivierung von PARP-1 erfolgt durch Spaltung, die unter anderem durch 
Caspase 3 katalysiert wird21. Eine Vielzahl gebrochener DNA-Stränge bewirkt eine 
starke PARP-1 Aktivität. Die Ribosylierung der DNA ist energieintensiv, sodass ab 
einem bestimmten Ausmaß der Energiedepletion die Apoptose der Zelle eingeleitet 













1.3 Zelluläre Überlebenskaskaden 
1.3.1 Der PI3-Kinase/Akt- und Erk-Signalweg 
 
Der PI3-Kinase/Akt-Signalweg ist beteiligt an der Regulation von Überleben, Zellzyk-
lus, Metabolismus und Wachstum der Zelle24. Die Aktivierung dieses Signalweges 
erfolgt über Liganden, die an membranständige Tyrosinkinase-Rezeptoren wie den 
Abbildung 3: Zelluläre Wirkungen von HIF-1α und PARP-1 
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Epidermalen-Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) binden25,26. Über weitere Zwi-
schenschritte wird die im Zytoplasma gelegene PI3-Kinase aktiviert. Nachfolgend 
wird eine Kaskade ausgelöst, die zur Aktivierung durch Phosphorylierung der Kinase 
Akt zu P-Akt führt. P-Akt vermittelt über die Bcl-2 Familie anti-apoptotische Signale, 
die zu verminderter Cytochrom C Freisetzung aus den Mitochondrien ins Zytoplasma 
führen. Die intrinsische Apoptoseeinleitung wird dadurch abgeschwächt (s. Abb. 
4)24,27,28. 
 
Die Extrazellular-Signal regulierte Kinase (Erk) ist Bestandteil einer Mitogen-
aktivierten-Proteinkinase-Kaskade (MAP-Kinase-Kaskade) zur Regulation von Zell-
zyklus, Proliferation, Differenzierung und Apoptose der Zelle29,30. Auch die Aktivie-
rung der MAP-Kinase-Kaskade erfolgt meist über Tyrosinkinase-Rezeptoren. Neben 
der Ligandenbindung können auch weniger spezifische, extrazelluläre Einflüsse wie 
Hyperthermie oder Hypoxie zur Induktion der Kaskade führen11. Nach Aktivierung 
des Rezeptors werden unter anderem über das G-Protein Ras mehrere Schritte ein-
geleitet, die zu einer Phosphorylierung von Erk zu P-Erk führen46,31. P-Erk hat eine 
anti-apoptotische Wirkung mittels Inhibition pro-apoptotischer Mitglieder der Bcl-2 
Familie (z.B. Bax) und inaktiviert die Caspasen 3 und 9 (s. Abb. 4)32. Außerdem kann 
P-Erk im Zellkern durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren in die Genregu-













Abbildung 4: Wirkungen des Akt- und Erk-Signalweges 
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1.4 Therapie der Hypoxisch-ischämischen Enzephalopathie 
1.4.1 Hypothermie 
 
Die aktuellen Therapieoptionen der HIE beschränken sich neben intensiv-
medizinischer Überwachung und symptomatischer Behandlung auf den Einsatz mil-
der Hypothermie, bei der die Körpertemperatur um 3-4°C abgesenkt wird. Diese Be-
handlung hat sowohl experimentell als auch klinisch eine neuroprotektive Wirkung 
erwiesen7. Die Hypothermietherapie sollte innerhalb der latenten Phase 0-6 Stunden 
nach der Asphyxie (s. Abb. 1) beginnen und 48-72 Stunden andauern. Etwa 15 Pro-
zent der behandelten Patienten mit HIE zeigten ein besseres Outcome unter der 
Hypothermiebehandlung, Langzeitfolgen sind jedoch noch nicht ausreichend er-




2-Iminobiotin (2-IB) ist ein bisher nicht zugelassenes Medikament, das von der nie-
derländischen Firma Neurophyxia entwickelt und im Juni 2008 patentiert wurde36.    
Eine mögliche pharmakologische Therapieoption der HIE durch 2-IB ist bereits in 
verschiedenen Studien evaluiert worden: 
In Tierversuchen wurden neonatale Ferkel nach induzierter Hypoxie mit 2-IB behan-
delt. Es zeigten sich in diesen Versuchen neuroprotektive Effekte anhand eines ge-
ringeren zerebralen Zellunterganges14,37. Eine Zellkulturstudie, die in unserem Institut 
durchgeführt wurde, ergab ebenfalls positive Auswirkungen von 2-IB auf den hypo-
xieinduzierten Zellschaden38. Im Juni 2011 konnte zunächst in einer klinischen Pha-
se-I-Studie mit erwachsenen, gesunden Probanden die Verträglichkeit der Substanz 
gezeigt werden36.  
Seit Juli 2015 findet im niederländischen Utrecht eine Phase-II-Studie an Neugebo-
renen mit perinataler Asphyxie statt39. Die Probanden müssen ein Mindestalter von 
36 Schwangerschaftswochen aufweisen und eine moderate bis schwere Asphyxie 
erlitten haben. 2-IB wird erstmals additiv zur Hypothermiebehandlung eingesetzt und 
innerhalb der ersten 12 Stunden postnatal intravenös appliziert. In dieser noch nicht 
abgeschlossenen Studie wird die Sicherheit von 2-IB sowie dessen Pharmakokinetik 
evaluiert39. 
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2-IB weist chemische Strukturverwandtschaft zu Vitamin H (Biotin) auf. Als Wirkme-
chanismus wurde eine selektive Inhibition der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) 
beschrieben37. Es ist anzunehmen, dass es neben der selektiven NOS-Inhibition wei-
tere Effekte gibt, die zur Neuroprotektion führen. In-vivo Experimente wiesen bei-
spielweise nach 2-IB-Gabe eine verringerte zelluläre Aktivität von Caspase 3 auf, die 


















































Abbildung 5: Summen- und Strukturformel von 2-IB 
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 
 
Die zellulären Vorgänge der Hypoxisch-ischämischen Enzephalopathie weisen ein 
hohes Maß an Komplexität auf und sind in ihrer Gesamtheit nicht vollständig er-
forscht. Unter Verwendung eines in der Arbeitsgruppe etablierten in-vitro Hypoxie-
modells sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen unter-
sucht werden: 
 
Vorarbeiten zeigten, dass 2-IB dazu in der Lage ist, den hypoxieinduzierten 
neuronalen Zellschaden zu reduzieren.  
 
1. Sind diese Effekte auch unter hypothermen Bedingungen nachweisbar? 
 
2. Welche ist die optimale 2-IB Konzentration, die in Kombination mit milder 
Hypothermie neuroprotektive Effekte vermittelt? 
 
3. Welche hypoxieinduzierten Signalwege werden von 2-IB unter hypothermen 
Bedingungen beeinflusst? 
 
Da bereits klinische Daten zum Einsatz von milder Hypothermie als auch von 2-IB als 
jeweils isolierte Therapie vorliegen, könnten positive in-vitro Befunde bezüglich der 
Kombination aus 2-IB und Hypothermie darauf hindeuten, dass die Kombination von 
2-IB mit Hypothermie auch eine klinische Therapieoption zur Reduktion der Hypo-
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
 
2.1.1 Pufferlösungen und Zellkulturmedien 
 
Alle verwendeten Substanzen waren von höchstmöglichem Reinheitsgrad. Genauere 
Informationen zu den Herstellern befinden sich im Anhang. 
 
Citrat Puffer: 
Citronensäure 132 mg 
Tri-Natrium-Citrat   231 mg 
Natriumchlorid 900 mg 
mit Aqua dest. auf 100 ml auffüllen 
pH 4,0 einstellen (mit 0,1 M Citronensäure und 0,1 M Natriumcitrat) 
          
 
HBS: 
HEPES 119,2 mg 
NaCl 423,7 mg 
KCl      82 mg 
Glukose      45 mg 
mit Aqua dest. auf 50 ml auffüllen 
pH 7,3 einstellen (mit HCl und NaOH) 
   
SDS-Laufpuffer: 
Tris 12,4 g 
Glycin 57,6 g 
SDS      4 g 
mit Aqua dest. auf 4 l auffüllen 
pH 8,3 einstellen (mit HCl und NaOH) 
 
Transferpuffer: 
Glycin 28,6 g 
Tris 24,2 g 
mit Aqua dest. auf 1,6 l auffüllen 
400 ml Methanol hinzufügen 
 
TBST-Puffer: 
Tris  6,1 g 
NaCl     2 g 
EDTA 0,5 M    5 ml 
Tween 20 2,5 ml 
mit Aqua dest. auf 2,5 l auffüllen 
pH 7,5 einstellen (mit HCl und NaOH) 
     
 
 




Tris 45,4 g 
SDS      1 g 
mit Aqua dest. auf 4 ml auffüllen 
pH 8,8 einstellen (mit HCl und NaOH) 
mit Aqua dest. auf 250 ml auffüllen 
 
Gelpuffer II 
Tris 15,1 g 
SDS      1 g 
mit Aqua dest. auf 100 ml auffüllen 
pH 6,8 einstellen (mit HCl und NaOH) 
mit Aqua dest. auf 250 ml auffüllen 
 
Lämmli 4X 
SDS 800 mg 
ß-Mercaptoethanol ≥99 %      2 ml 
Glycerin      4 ml 
Bromphenolblau 1 % 0,08 ml 
Tris 1 M; pH 6,8   2,5 ml 
 
Harsh-Stripping-Buffer  
SDS 10 %    20 ml 
Tris 0,5 M; pH 6,8  12,5 ml 
Ultra pure water 67,5 ml 
ß-Mercaptoethanol ≥99 %   0,8 ml 
 
HEPES-Puffer 
HEPES 25 mM 1,3 g 
mit Aqua dest. auf 150 ml auffüllen 
200 µl Triton x-100 hinzugeben 
pH 7,5 einstellen (mit NaOH) 
 
M1 (Medium 10 % FKS): 
DMEM F-12  500 ml 
Glutamax 100x      5 ml 
MEM NEAA 100x        5 ml 
FKS 56,7 ml 
 
M2 (Medium 1 % FKS)+Gentamicin: 
DMEM F-12  500 ml 
Glutamax 100x      5 ml 
MEM NEAA 100x        5 ml 
FKS 5,16 ml      
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Hersteller, ggf. Bestellnummer 
Brutschränke  Heraeus Kendro Heracell 51021245 
Katalase Sigma Aldrich C1345 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) 
F-12 Nutrient Mixture (Ham) + L-Glutamine 
Life technologies; Gibco 11320-074 
Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline 
(DPBS) 
Life technologies; Gibco  
Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline ohne 
Ca2+und Mg2+ (DPBS-A) 
Life technologies; Gibco 
Ethanol 70 % Carl-Roth 9065.2 
Fötales Kälberserum (FKS) Life technologies; Gibco 26140-079 
Gefrierschrank Liebherr 
Gentamicin PAA - P 11-005 
Glasflaschen f. Medium, Pufferlösungen  Schott Duran 
Glukoseoxidase Sigma Aldrich G6125 
Glutamax/ L-Glutamin Life technologies; Gibco 35050-038 
Lichtmikroskop Leica Type 090-135.002 
Mammalian Protein Extraction Reagent  
(M-Per) Lysis Puffer 
Thermo-Scientific 
MEM NEAA 
Non Essential Amino Acids 
Life technologies; Gibco 11140-050 
Neubauer Zählkammer Brand 
Pasteurpipetten Assistent 
PD Tips  Brand 
Penicillin/ Streptomycin PAA- P11-010 
Phosphatase Inhibitor Thermo-Scientific 
Pipetten Eppendorf 
Pipettus Brand  
Protease Inhibitor Thermo-Scientific 
Serologische Pipetten Greiner bio-one und Sarstedt 
Sicherheitswerkbank/ Bench Heraeus Kendro HERAsafe KS 51021508 
Stepper Brand 
Tips Sarstedt und Biozym 
Trypan blue stain 0,4 % Sigma-Aldrich T8154 
Trypsin PAA L11-003 
Vortex Touch Mixer Scientific Industries SI-0156 
Wärmebad 37° C PD Industriegesellschaft mbH  
Zellkulturflaschen Sarstedt  
Zellkulturplatten Greiner bio-one, Sarstedt und Sigma 
Zentrifuge Heraeus Sepatech 3630 
 
Tabelle 1: Produkte und Hersteller aus dem Zellkulturbereich 
 
  Material und Methoden 12                                    
 
 







Hersteller, ggf. Bestellnummer 
APS/ Rotiphorese Gel Roth 
Apoptose-Assay/ Caspase 3/7-Assay Promega G7790 
Autoradiografie Film Amersham Hyperfim 
MP High performance 
GE Healthcare 
Bromphenolblau 1 % Roth 
BSA/ Bovine Serum Albumin  New England BioLabs 
Citronensäure Merk 
DMSO/ Dimethylsulfoxid Roth 
ECL-Plus Western Blotting Detection System Amersham Pharmacia Biotech 
EDTA/ Ethylendiamintetraessigsäure Roth 
Eismaschine Scotsman AF80 
ELISA Reader Absorption Tecan Sunrise 
ELISA Reader Fluoreszenz Tecan Genios FL  
Filterpapier Mini Trans-Blot Bio Rad 




High performance chemiluminescence film GE Healthcare 
KCl Carl-Roth 
LDH Kit Roche 11644793001 
Marker Western Blot  SM 0672 
ß-Mercaptoethanol ≥99 % Sigma 
Methanol J.T.Baker 
Milchpulver Roth 
MTS-Assay Promega G3580 
Natriumchlorid Roth 
Polyvinylidendiflourid(PVDF)-Membran GE Healthcare 
ROS-Assay (H2DCFDA-Assay) Sigma D6883 
Roti-Quant-Assay Carl-Roth 
SDS Roth 
Tris/ (hydroxymethyl)-aminomethan Roth 
Triton x-100 Roth 
Tween 20 Roth 
Western Transblot System Bio-RAD  
Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco 
 


















HIF-1α 110; 90 Kaninchen 
Acris / Novus Biological 
NBP1 02160SS 
1:1000 




















Aktin 42 Ziege 





























Trenngel 7 % Trenngel 10 % Sammelgel 
Gelpuffer I  2,5 ml 2,6 ml ----- 
Gelpuffer II ----- ----- 2,6 ml 
Acrylamid 1,75 ml 2,5 ml 1,13 ml 
Aqua dest. 5,66 ml 4,81 ml 6,19 ml 
APS 60 µl 60 µl 60 µl 
TEMED 30 µl 30 µl 30 µl 







Versuchsteil A: Zeitliche Manifestierung des Zellschadens nach Hypoxie/ Normoxie: 
Zur Induktion der Hypoxie bzw. Normoxie fand zu Beginn des Versuchs zum Zeit-
punkt -7 h ein Austausch des verwendeten Zellkulturmediums durch hypoxisches 
bzw. nicht hypoxisches Medium statt (s. 2.2.1.3). Die IMR-32 Zellen (s. 2.2.1.2) inku-
bierten anschließend für 7 h bei 37°C bis zum Zeitpunkt 0 h. Zur Beendigung der 
Hypoxie bzw. Normoxie wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und durch die glei-
che Menge frisches, normoxisches Medium ersetzt. Eine Bestimmung des Anstieges 
der Laktatdehydrogenase (LDH) im Zellkulturmedium als Surrogatparameter für den 
Zellschaden wurde zu den Zeitpunkten 15 h, 20 h, 25 h und 40 h durchgeführt (s. 
Abb. 6 A).  
Versuchsteil B: Effekte von 2-IB auf den hypoxieinduzierten Zellschaden:             .          
Hypoxie- und Normoxieinduktion war identisch zu Versuchsteil A. Zum Zeitpunkt 0 h 
fand ein Mediumwechsel statt. Das frische Medium enthielt die verschiedenen Kon-
zentrationen von 2-IB (0-0,5 µg/ml), die Zellen inkubierten ab diesem Zeitpunkt wie 
auch in Versuchsteil A bei 33,5°C. Nach 2 h fand eine Proteinisolierung zur Bestim-
mung der Proteine  Akt, P-Akt, Erk und P-Erk statt. Zum Zeitpunkt 25 h nach Hypoxie 
bzw. Normoxie wurden Analysen von Zellschaden, Metabolismus, oxidativem Stress, 




























              
 
 









(A) Zeitliche Manifestierung eines Zellschadens nach Hypoxie/ Normoxie; (B) Effekte von 2-IB auf den 
hypoxieinduzierten Zellschaden 
 
2.2.1.2 Kultivierung von IMR-32 Zellen 
 
Für die folgenden Versuche wurden IMR-32 Zellen verwendet, die einer abdominalen 
Metastase eines Neuroblastoms entstammen41. Die IMR-32 Zellen wurden zur Kulti-
vierung in T75er Zellkulturflaschen ausgesät und zu Beginn der Aussaat sowie alle 2-
3 Tage mit je 10 ml Medium (M1) pro Flasche versorgt. In 37°C und 5 % CO2 verweil-
ten sie daraufhin im Brutschrank je nach Wachstumsgeschwindigkeit für 3-11 Tage, 
bis eine Konfluenz von 70-90 % erreicht war. Zur Entfernung aus den T75er Fla-
schen wurden die Zellen mit 6-8 ml PBS-A pro Flasche gewaschen. Anschließend 
-7 h                             0 h                                                                   15 h                  20 h                 25 h      40 h 
Überlebenskaskaden           




Oxidativer Stress (ROS), 
Apoptose (Caspase 3/7), 
Signalling (HIF-1α, PARP-1) 
Normothermie 37°C 
Hypothermie 33,5°C 
Abbildung 6: Versuchsprotokoll  
Zellschaden (LDH) 
 
A  Zeitliche Manifestierung des Zellschadens nach Hypoxie/ Normoxie 
B  Effekte von 2-IB auf den hypoxieinduzierten Zellschaden  
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wurden 2 ml Trypsin pro Flasche für 2-3 min auf die Zellen appliziert. Hierbei handelt 
es sich um eine Protease, die zur Lösung der Kontakte der Zellen mit dem Kulturfla-
schenboden und Nachbarzellen eingesetzt wird. Nach Waschen mit 7-8 ml Medium 
(M1) wurden die Zellen durch Zentrifugieren für 10 min mit 2400 Umdrehungen/min, 
pelletiert und der Rest verworfen. Mit 8-12 ml Medium (M1) je nach gewonnener Pel-
letmenge wurden die Zellen durch mehrmaliges Aufziehen mit einer 1 ml Pipette 
suspendiert. 10 µl dieser Lösung wurden mit 65 µl Medium und 25 µl Trypan blue 
Lösung verdünnt und anschließend in der Neubauer Zählkammer unter einem Licht-
mikroskop gezählt. Die Gesamtzellzahl wurde anschließend durch Hochrechnung auf 
die Verdünnung ermittelt. Die IMR-32 Zellen wurden erneut je nach Bedarf im 12- 
oder 96-Well Platten oder T25er Flaschen und zusätzlich zur weiteren Kultivierung in 
neuen T75er Zellkulturflaschen ausgesät.  
Aussaat: 
IMR-32 Zellen wurden für die Messungen der LDH in einer 12-Well Platte mit 
120.000-200.000/Well in je 2 ml Medium (M1) ausgesät, daraufhin wuchsen sie 2-3 
Tage bis zu 40-50 % Konfluenz. Für den MTS und ROS-Assay wurden in 72-80 
Wells einer 96-Well Platte 30.000-40.000 IMR-32 Zellen/Well in je 100 µl Medium 
(M1) ausgesät und ca. 3 Tage bis zu einer 70-75 %igen Konfluenz kultiviert. In T25er 
Flaschen wurden IMR-32 Zellen mit 1,5 mio/Flasche in 4 ml Medium (M1) für die Pro-
teinisolierung (s. 2.2.1.4) ausgesät und ca. 2 Tage bis zu einer Konfluenz von 60 % 
kultiviert.  
 




Das in dieser Arbeit verwendete enzymbasierte in-vitro Hypoxiemodell ist im For-
schungslabor der Klinik für Anästhesiologie und Operative Intensivmedizin etabliert 
worden42-44. Die Hypoxie wird unter Verwendung der Enzyme Glukoseoxidase und 
Katalase induziert. Glukose reagiert mit molekularem Sauerstoff und Wasser zu Glu-
consäure und Wasserstoffperoxid, durch die Katalase wird zeitgleich Wasserstoffpe-
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            Reaktionen:       
                      Glukose + O2 + H2O      Glukoseoxidase          Gluconsäure + H2O2 
                                                 H2O2               Katalase               H2O + ½ O2 
       
             Nettoreaktion: 
 
                                 2 Glukose + O2   Glukoseoxidase / Katalase      2 Gluconsäure     




Zur Herstellung einer 50-fachen Stock Lösung für das hypoxische Medium wurden 
15,8 mg Katalase und 57,75 mg Glukoseoxidase in 10 ml Medium (M2) gelöst. Die 
Lösung wurde unmittelbar vor Gabe auf die Zellen 1:50 in Medium (M2) verdünnt, 
sodass eine Enzymaktivität von 2 U/ml Glukoseoxidase und 120 U/ml Katalase vor-
lag. Das die Zellen bedeckende Medium wurde abgesaugt und in jeweils die Hälfte 
der Wells schließlich das hergestellte hypoxische Medium gegeben. Die übrigen 
Wells erhielten die gleiche Menge Medium (M2) ohne Enzyme und dienten damit als 
Kontrolle. Anschließend wurden die Zellen für 7 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % 
CO2 inkubiert. Zur Beendigung der Hypoxie wurden die Zellen mit PBS gewaschen 
und erhielten wieder frisches Medium (M1). Zu diesem Zeitpunkt fand die Applikation 




Eine Proteinisolierung wurde für die Western Blots von HIF-1α, PARP-1, Akt und P-
Akt, Erk und P-Erk und außerdem zur Bestimmung der Aktivität von Caspase 3/7 
durchgeführt. Nach entsprechender Inkubationszeit am Versuchsende (s. Abb. 6) 
wurden die Zellen mit je 1,5 ml pro Flasche eiskaltem PBS-A gewaschen und mit je 
100 µl Lysis Puffer, der aus 98 µl M-Per und je 1 µl Phosphatase und Protease Inhi-
bitor bestand, versetzt. Zur Lyse der Zellmembran fand eine 15-minütige Inkubation 
auf Eis statt, woraufhin eine visuelle Kontrolle im Lichtmikroskop erfolgte. Zusammen 
mit dem Puffer wurden die lysierten Zellen in 1,5 ml Eppendorfgefäße aufgenommen 
und für 15 min bei 13.000 Umdrehungen/min in 4°C zentrifugiert. Zur Entfernung des 
Pellets wurde der Überstand in neue Eppendorfgefäße pipettiert und die Protein-
Abbildung 7: Reaktionsgleichungen Glukoseoxidase und Katalase 
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menge wurde mit der Rotiquant-Methode bestimmt. Zur Lagerung wurden die ge-







Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein in Zellen universell vorkommendes, zyto-
plasmatisches Enzym. Zelluläre Schäden können sich durch erhöhte Membran-
permeabilität manifestieren. Daraufhin gelangt die LDH in den Extrazellulärraum bzw. 
das umliegende Zellkulturmedium und dient als zuverlässiger Surrogatparameter zur 
Quantifizierung der Zellschäden45. Mit dem kolorimetrischen Cytotoxicity Detection 
Kit wurde die Menge an LDH in den Zellkulturüberständen quantitativ bestimmt. 
Durch LDH wird die Umwandlung von Tetrazoliumsalzen (Iodtetrazoliumchlorid) zu 
Formazan katalysiert. Der Assay beruht auf dieser Reaktion und enthält die entspre-
chenden Substrate. Das rötliche Formazan lässt sich bei einer Absorption von 492 
nm photometrisch messen. 
Durchführung: 
Am Ende des Experiments (s. Abb. 6B) wurden je 125 µl Medium/Well in jeweils ein 
1,5 ml Eppendorfgefäß abgenommen. Zur Bestimmung der Gesamt-LDH-Aktivität 
wurden die Zellen mit 30 %igem Triton für 45 min bei 37°C lysiert. Daraufhin erfolgte 
eine weitere Entnahme von 125 µl Medium/Well zur Relativierung auf die Gesamt-
LDH-Aktivität. Die Messungen erfolgten in einer 96-Well Platte mit jeweils 50 µl Pro-
be, die mit je 50 µl Medium (M2) verdünnt und anschließend mit 100 µl LDH-Kit/Well 
versetzt wurde. Die Messung wurde photometrisch bei einer Absorption von 492 nm 
in einem ELISA-Reader durchgeführt. 
 
2.2.2.2 MTS-Assay  
 
Hintergrund: 
Der MTS-Assay misst die metabolische Aktivität der Zellen. Die Reaktionslösung 
enthält MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfo-
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phenyl)-2H-tetrazolium] und zur Bindung von Elektronen Phenazin-Ethosulfat. Das 
MTS kann durch die Zellen NADH-abhängig zu farbigem Formazan reduziert werden. 
Um das benötigte NADH oder NADPH bereitzustellen, müssen diese jedoch metabo-
lisch aktiv sein. Die Farbintensität des Formazans kann photometrisch bestimmt wer-
den und ist somit direkt proportional zur metabolischen Aktivität der Zellen. 
Durchführung: 
Zur Analyse der metabolischen Aktivität der Zellen wurden in jedes zu messende 
Well 20 µl MTS-Reaktionsgemisch gegeben. Es erfolgte zunächst eine Ausgangs-
messung mittels eines ELISA-Readers in dem die Absorption in den Zellkulturmedien 
bei 492 nm bestimmt wurde. Anschließend inkubierten die Zellen für weitere 2,5 h bei 
33,5°C im Brutschrank. Es wurden innerhalb dieses Zeitraumes vier weitere Mes-





Mit dem ROS-Assay können die intrazellulären reaktiven Sauerstoffspezies quantita-
tiv bestimmt werden. Der ROS-Assay enthält H2DCFDA [2′,7′-Dichlorofluorescin-
Diacetat], welches per Diffusion intrazellulär aufgenommen wird und durch die ROS 
zu dem fluoreszenten DCF [2′,7′-Dichlorofluorescin] oxidiert wird. Die Menge an DCF 
ist direkt proportional zur ROS-Menge und dient als Marker für den oxidativen Stress 
der Zellen2,11.  
Durchführung: 
Die Zellen wurden in 96er black-Wall, clear Bottom Platten ausgesät. Zur Bestim-
mung der ROS wurde in jedes Well 2 µl der Assay-Lösung pipettiert. Anschließend 
erfolgten 5 Messungen der Fluoreszenz mittels eines ELISA-Readers bei einer Exzi-
tationswellenlänge von 504 nm und einer Emissionswellenlänge von 529 nm bei 












Caspase 3 und 7 spielen als Effektorcaspasen eine zentrale Rolle in der Apoptose 
der Zelle11. Der Apoptose-Assay misst die Aktivität von Caspase 3/7 unter Einsatz 
von Z-DEVD-R110 (bis-(N-CBZ-L-aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-aspartic acid amide)) 
als Substrat. Dieses wird durch die aktiven Caspasen 3 und 7 gespalten, wodurch es 
zur Freisetzung des fluoreszierenden Rhodamins 110 kommt. Dieses dient als Mar-
ker für die apoptotische Aktivität in den Zellen, da die Menge an gebildetem fluores-
zierendem Rhodamin 110 direkt proportional zu Caspase 3/7 Aktivität ist. 
Durchführung: 
Die Proteine wurden zunächst wie unter 2.2.1.4 beschrieben isoliert. Für die Bestim-
mung der Aktivität von Caspase 3/7 wurden je 4 µg Protein mit HEPES-Puffer 1:20 
verdünnt und anschließend erneut mit HEPES-Puffer auf ein einheitliches Volumen 
von 50 µl aufgefüllt und in die Wells einer 96er black-Wall Platte pipettiert. 50 µl des 
zuvor angesetzten APO-Reagenz wurde in jedes Well pipettiert. Unter Lichtaus-
schluss erfolgten die Messungen der Fluoreszenz mittels eines ELISA-Readers bei 
499 nm Exzitationswellenlänge und 521 nm Emissionswellenlänge in einem Abstand 
von jeweils 30 min für insgesamt 20 h. 
 
2.2.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese und Western Blot 
 
Hintergrund: 
Mit einem Western Blot können bestimmte Zielproteine durch spezifische Antikörper-
bindungen nachgewiesen werden. Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Poly-
acrylamid-Gel-Elektrophorese) trennt zunächst ein Proteingemisch elektrophoretisch 
nach Molekulargewicht auf. Es erfolgt daraufhin der Transfer der aufgetrennten Pro-
teine auf eine Trägermembran, sodass ein Primärantikörper an ein auf der Membran 
fixiertes Zielprotein binden kann. Ein Sekundärantikörper, der gegen den Fc-Teil des 
primären Antikörpers gerichtet und gleichzeitig an ein Enzym gekoppelt ist, wird hin-
zugegeben. Durch Zugabe des Substrats kann das entsprechende Protein über eine 
photochemische Reaktion als schwarze Bande dargestellt werden.             . 
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Durchführung: 
Es erfolgte zunächst eine Bestimmung der Proteinmenge der jeweiligen Proben mit-
hilfe des Roti-Quant-Assays nach dem Herstellerprotokoll. Jeweils 30 µg Protein/ 
Probe wurde im Verhältnis 3:1 mit Lämmli-Puffer gemischt. Anschließend wurden die 
Proben für 3 min auf 95°C erhitzt und in die Taschen eines 7 % oder 10 %igen Po-
lyacrylamid-Gels pipettiert. In die letzte Tasche eines jeden Gels kamen 10 µl, die 
das Gesamtprotein von IMR-32 Zellproben enthielten und als Positivkontrollen dien-
ten. Die elektrophoretische Auftrennung der Proben erfolgte im SDS-Laufpuffer für 90 
min bei 120 V (40 mA). Anschließend folgte der Transfer bei 4°C und einer angeleg-
ten Spannung von 100 V (300 mA) im Western Transblot System auf eine PVDF-
Membran, die zuvor durch 100 %iges Methanol aktiviert wurde. Zur Blockierung un-
spezifischer Bindungsstellen wurde die Membran darauffolgend für 2 h unter Schüt-
teln in 5 % Milch/TBST oder 3 % BSA/TBST gelegt. Daraufhin erfolgte die Auftragung 
des verdünnten primären Antikörpers (s. Tab. 5), dieser inkubierte über Nacht bei 
4°C unter Schütteln auf der Membran. Am nächsten Tag wurde der überschüssige 
Antikörperanteil durch dreimaliges Waschen in TBST-Puffer entfernt. Der sekundäre 
Antikörper wurde aufgetragen und verweilte für 1 h unter Schütteln bei Raumtempe-
ratur auf der Membran. Es folgten drei weitere Waschgänge in TBST und daraufhin 
die Auftragung von 1,5 ml der ECL-Entwickler-Lösung, die über 5 Minuten unter Be-
wegung auf der Membran verteilt wurde. Anschließend wurde die Membran aus der 
Lösung herausgenommen und in Folie eingeschlagen. Die manuelle Filmentwicklung 
benötigte abhängig von der Signalstärke etwa 10-120 Sekunden Belichtungszeit. Ein 
High-Performance Chemiluminescence-Film wurde hierfür auf die Membran aufge-
legt und diente zur Darstellung der Proteinbanden. Zur Relativierung der Signale von 
HIF-1α wurde auf den entsprechenden Membranen ein Aktinnachweis durchgeführt, 
da dieses konstant im Zytoskelett vorhanden ist. Der  Aktin-Antikörper inkubierte hier-
für 45 min bei Raumtemperatur auf der Membran, der sekundäre Antikörper 1 h.  Die 
Belichtungszeit betrug 1-30 Sekunden. Die entwickelten Bilder wurden eingescannt 
und die Intensitäten der entsprechenden Proteinbanden mit Hilfe der Software Ima-
geJ analysiert und zueinander ins Verhältnis gesetzt. Um den Phosphorylierungssta-
tus des jeweiligen Proteins analysieren zu können, fand eine Relativierung der Inten-
sitäten der phosphorylierten Form auf die Intensitäten der nicht phosphorylierten 
Form statt (P-Akt/Akt und P-Erk/Erk).  
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2.2.3 Statistische Methoden 
 
Alle Experimente wurden 3-7 mal unabhängig voneinander jeweils als Duplikate 
durchgeführt. Das Programm GraphPad Prism 5 für Windows diente zur statistischen 
Auswertung. Zur Prüfung auf eine Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov-
Normality-Test eingesetzt, die Daten wurden ggf. zum Erreichen einer Normalvertei-
lung transformiert. Die Datenanalyse erfolgte unter der Verwendung des Einstichpro-
ben-t-Test, des Mehrfachvergleichtests nach Dunett oder der Ein- bzw. Zweiweg-
Varianzanalyse (ANOVA). Die Ergebnisse wurden als Mittelwert ±SEM (Standardfeh-
ler) aufgezeigt. Eine Datentransformation fand in folgenden Experimenten statt: 3.1 































3.1 Zeitliche Manifestierung eines Zellschadens nach Hypoxie 
  
In den jeweiligen Experimenten sollte geprüft werden, zu welchem Zeitpunkt nach 7 h 
Hypoxie unter hypothermen Bedingungen ein detektierbarer Zellschaden in IMR-32 
Zellen auftritt, um das zeitliche Setting für die anschließenden Versuche festzulegen. 
Die IMR-32 Zellen wurden in 12-Well Platten, wie in 2.2.1.2 beschrieben ausgesät 
und wuchsen 2-3 Tage bis zum Erreichen einer Konfluenz von 40-50 %. Es folgte 
eine Hypoxie bzw. Normoxie für 7 h und anschließende Beobachtungen durch ein 
Lichtmikroskop. Bis zu diesem Zeitpunkt ließen sich keine morphologischen Verän-
derungen der Zellen erkennen (nicht in Abb. gezeigt). Daraufhin inkubierten die Zel-
len 15, 20, 25 oder 40 h im 33,5°C Brutschrank, woraufhin anschließend eine Me-
diumabnahme zur Bestimmung der extrazellulären Laktatdehydrogenase erfolgte (s. 
Abb. 6A). Die LDH diente als Surrogatparameter für die Zellschädigung. Die Zellen 
nach 15 h und 20 h Hypoxie bzw. Normoxie wiesen kaum morphologische Verände-
rungen zu den Vorbefunden auf (nicht in Abb. gezeigt). Nach 25 h waren im Lichtmik-
roskop Veränderungen der Zellen, die einer Hypoxie ausgesetzt waren, sichtbar: Es 
zeigten sich eine insgesamt geringere Zelldichte, abseits liegende und abgerundete 
Somata durch partielle oder vollständig abgelöste Zell-Zell-Verbindungen sowie von 
der Unterlage vollständig gelöste Zellen durch verlorenen Zell-Boden-Kontakt (s. 
Abb. 8A). In der Kontrollgruppe ohne Hypoxie waren nach 25 h keine derartigen Ver-
änderungen in Anzahl und Morphologie sichtbar. Die Zelldichte war normal und die 
Zell-Zell-Verbindungen und Zell-Boden-Kontakte wirkten intakt (s. Abb. 8B). Ähnliche 
Befunde wurden auch nach 40 h detektiert (nicht in Abb. gezeigt). Die LDH Messung 
ergab einen signifikanten Anstieg der relativen LDH Menge nach 25 h (Hypoxie: 0,29 
± 0,15; P<0,01 vs. Normoxie: 0,11 ± 0,06) sowie nach 40 h (Hypoxie: 0,31 ± 0,09; 
P<0,001 vs. Normoxie: 0,08 ± 0,01). Zu früheren Zeitpunkten, nach 15 h (Hypoxie: 
0,09 ± 0,02; P>0,05 vs. Normoxie: 0,09 ± 0,03) und 20 h (Hypoxie: 0,14 ± 0,06; 
P>0,05 vs. Normoxie: 0,08 ± 0,02), fanden sich keine signifikanten Unterschiede in 
der LDH-Freisetzung zwischen den mit Hypoxie- und Normoxie behandelten IMR-32 
Zellen (s. Abb. 8C). 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in IMR-32 Zellen ein enzymatisch 
induzierter Hypoxieschaden nach 7 h Hypoxie und 25 h Hypothermie sowohl mor-
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phologisch als auch biochemisch detektierbar war. Basierend auf diesen Befunden 
wurde in allen weiteren Experimenten eine Hypoxiezeit von 7 h mit anschließend 25 
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Nach 7 h Hypoxie und 25 h Hypothermie zeigen sich morphologische Veränderungen (A): geringere 
Zelldichte, abseits liegende Somata durch abgelöste Zell-Zell-Verbindungen und verlorenen Zell-
Boden-Kontakt. Nach 7 h Normoxie (B) sind keine sichtbaren morphologische Veränderungen vor-
handen. Die LDH-Freisetzung ist nach 25 h und 40 h im Vergleich zur Normoxie nach Hypoxie signifi-





Abbildung 8: Zellmorphologie und LDH-Freisetzung 
C 
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3.2 Wirkung von 2-Iminobiotin auf den hypoxieinduzierten Zellschaden  
 
Die IMR-32 Zellen wurden nach 7 h Hypoxie mit verschiedenen 2-IB Konzentrationen 
versetzt (0-0,3 µg/ml) und inkubierten 25 h in Hypothermie (s. Abb. 6B). Am Ver-
suchsende erfolgte eine optische Beurteilung mit dem Lichtmikroskop: Die Zellen 
nach induzierter Hypoxie und ohne Zugabe von 2-IB (s. Abb. 9A) wiesen wie schon 
in den Vorversuchen erkennbare, morphologische Veränderungen auf (s. Abb. 8A). 
Die Zellen ohne Hypoxie sowie ohne Zugabe von 2-IB zeigten eine normale Morpho-
logie mit entsprechender Konfluenz (s. Abb. 9B). Ein ähnliches Bild ließen auch die 
Zellen nach Hypoxie mit 0,01 und 0,03 µg/ml 2-IB erkennen: Stabile Zell-Zell- und 
Zell-Boden Kontakte (s. Abb. 9C). Durch Bestimmung der Konzentration der extrazel-
lulären LDH, welche proportional zur Anzahl geschädigter Zellen ist, wurde der Zell-
schaden laborchemisch quantifiziert. In der Kontrollgruppe ohne 2-IB ergab sich nach 
Hypoxie ein signifikanter Anstieg der extrazellulären LDH (0 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 
0,17 ± 0,03; P<0,001 vs. Normoxie: 0,08 ± 0,02). Ebenfalls signifikant angestiegen 
war die LDH in den Konzentrationen 0,05; 0,1 und 0,3 µg/ml 2-IB nach Hypoxie ge-
gen Normoxie (0,05 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,13 ± 0,03; P<0,01 vs. Normoxie: 0,07 ± 
0,02; 0,1 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,15 ± 0,03; P<0,001 vs. Normoxie: 0,07 ± 0,02; 0,3 
µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,14 ± 0,03; P<0,01 vs. Normoxie: 0,07 ± 0,02). Die Konzentra-
tionen 0,01 und 0,03 µg/ml 2-IB zeigten ebenfalls einen Anstieg unter Hypoxie, wie-
sen jedoch keine Signifikanz gegen Normoxie auf (0,01 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,12 ± 
0,02; P>0,05 vs. Normoxie: 0,08 ± 0,01; 0,03 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,12 ± 0,03; 
P>0,05 vs. Normoxie: 0,08 ± 0,01). Zudem konnte signifikante LDH-Verringerung der 
mit Hypoxie behandelten Zellen mit 0,01 und 0,03 µg/ml 2-IB gegen die Kontrollgrup-
pe ohne 2-IB nach Hypoxie gezeigt werden (0,01 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,12 ± 0,02; 
P<0,05 vs. 0 µg/ml 2-IB: Hypoxie 0,17 ± 0,02; 0,03 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,12 ± 0,03; 
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(A) Die Zellen zeigen nach Hypoxie ohne Gabe von 2-IB eine veränderte Morphologie, die charakteri-
siert ist durch geringere Zelldichte und gelöste Zell-Zell- sowie Zell-Boden Verbindungen. (B) Nach 
Normoxie ist keine morphologische Veränderung der Zellen, die kein 2-IB erhalten haben, sichtbar. 
(C) Die Zellen nach Hypoxie und anschließender 2-IB Gabe in einer Konzentration von 0,03 µg/ml 
sind ebenfalls nicht sichtbar morphologisch verändert. (D) Kein signifikanter LDH-Anstieg nach Hypo-
xie im Vergleich zur Normoxie liegt bei den 2-IB Konzentrationen von 0,01 und 0,03 µg/ml vor. Im 
Vergleich zur Kontrollgruppe nach Hypoxie ohne 2-IB ist die LDH nach Hypoxie mit 0,01 und 0,03 
µg/ml 2-IB signifikant verringert. Die Balken zeigen den Mittelwert +/- SEM; **P<0,01; ***P<0,001 vs. 
Normoxie; #P<0,05 vs. 0 µg/ ml 2-IB nach Hypoxie. 
 
Abbildung 10 zeigt den Quotienten aus Hypoxie und  Normoxie und damit den relati-
ven LDH-Anstieg nach Hypoxie. Die IMR-32 Zellen mit 0; 0,01; 0,05; 0,1 und 0,3 
100 µm 100 µm 100 µm 
Abbildung 9: Zellmorphologie und LDH-Freisetzung  
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B Normoxie ohne 2-IB C Hypoxie + 0,03 µg/ml 2-IB  
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µg/ml 2-IB zeigten signifikant gesteigerte relative LDH-Freisetzung (0 µg/ml 2-IB: 
2,14 ± 0,15; P<0,001 vs. Normoxie=1; 0,01 µg/ml 2-IB: 1,59 ±  0,18; P<0,05 vs. 
Normoxie=1; 0,05 µg/ml 2-IB: 2,30 ± 0,57; P<0,05 vs. Normoxie=1; 0,1 µg/ml 2-IB: 
2,54 ± 0,54; P<0,01 vs. Normoxie=1; 0,3 µg/ml 2-IB: 2,11 ± 0,28 P<0,01;  vs. Nor-
moxie=1). Die IMR-32 Zellen mit 0,03 µg/ml 2-IB-Zugabe wiesen den geringsten und 
statistisch nicht signifikanten relativen LDH-Anstieg auf (0,03 µg/ml 2-IB: 1,53 ± 
0,20; P>0,05 vs. Normoxie=1)(s. Abb. 10).  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass 2-IB in einer Konzentration von 0,03 
µg/ml unter hypothermen Bedingungen die nach Hypoxie gesteigerte LDH-
Freisetzung in den Extrazellulärraum verringert, welche proportional zum Zellscha-

















Die Probe mit 0,03 µg/ml 2-IB zeigt keine signifikante relative LDH-Erhöhung gegen Normoxie.  
Die Balken entsprechen den Mittelwert +/- SEM. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs. Normoxie=1. 
 
 
3.3 Wirkung von 2-Iminobiotin auf die metabolische Zellaktivität  
 
In den nachfolgenden Versuchen wurde die metabolische Zellaktivität unter hypo-
thermen Bedingungen und 2-IB Gabe untersucht. Die IMR-32 Zellen wurden wie in 
vorherigen Versuchen nach 7 h Hypoxie/Normoxie mit verschiedenen 2-IB Konzent-
rationen versetzt (0-0,3 µg/ml) und inkubierten anschließend 25 h unter hypothermen 
Abbildung 10: Relative LDH-Freisetzung 
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Bedingungen (s. Abb. 6B). Zur Messung der metabolischen Zellaktivität diente ein 
MTS-Assay. Die Proben mit 0,01-0,1 µg/ml 2-IB zeigten nach Hypoxie eine signifi-
kante Reduktion der metabolischen Zellaktivität (0 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,46 ± 0,15 ; 
P>0,05 vs. Normoxie: 0,69 ± 0,19 ;0,01 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,42 ± 0,14; P<0,01 vs. 
Normoxie: 0,72 ± 0,19; 0,03 µg/ml 2-IB:  Hypoxie: 0,46 ± 0,14; P<0,05 vs. Normoxie: 
0,72 ± 0,19; 0,05 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,49 ± 0,15; P<0,01 vs. Normoxie: 0,77 ± 
0,17; 0,1 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,45 ± 0,14; P<0,05 vs. Normoxie: 0,71 ± 0,20; 0,3 
µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,47 ± 0,17; P>0,05 vs. Normoxie: 0,66 ± 0,19) (s. Abb. 11A). 
In der Auftragung Hypoxie/Normoxie, die den relativen Abfall der metabolischen Zell-
aktivität darstellt, konnte auch für die Kontrollgruppe ohne 2-IB eine Signifikanz nach 
Hypoxie gegen Normoxie als Positivkontrolle erreicht werden (0 µg/ml 2-IB: 0,59 ± 
0,08; P<0,05 vs. Normoxie=1; 0,01 µg/ml 2-IB: 0,58 ±  0,09; P<0,05 vs. Normoxie=1; 
0,03 µg/ml 2-IB: 0,61 ± 0,0,8; P<0,05 vs. Normoxie=1; 0,05 µg/ml 2-IB: 0,59 ± 0,21; 
P<0,05 vs. Normoxie=1; 0,1 µg/ml 2-IB: 0,70 ± 0,31; P>0,05  vs. Normoxie=1; 0,3 
µg/ml 2-IB: 0,74 ± 0,46; P>0,05 vs. Normoxie=1)(s. Abb. 11).  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion der metabolischen 
Aktivität der Zellen nach Hypoxie unter hypothermen Bedingungen unabhängig von 
2-IB stattfand. 
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Abbildung 11: Metabolische Zellaktivität 
Abbildung A: Die metabolische Zellaktivität ist in allen Proben nach Hypoxie verringert. Signifikant 
gegen Normoxie verringert sind die Proben mit 0,01-0,1 µg/ml 2-IB. Die Balken zeigen den Mittelwert 
+/- SEM; *P<0,05; **P<0,01 vs. Normoxie.  
In Abbildung B ist die relative Verminderung der metabolischen Zellaktivität nach Hypoxie gezeigt. 
Signifikant gegen Normoxie sind die Konzentrationen 0,01-0,05 µg/ml 2-IB sowie die Probe ohne 2-IB. 
Die Balken zeigen den Mittelwert +/- SEM; *P<0,05 vs. 1 (Normoxie=1). 
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3.4 Wirkung von 2-Iminobiotin auf die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies  
 
Zur Untersuchung der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies  nach Hypoxie 
unter Hypothermie und 2-IB Gabe wurden die IMR-32 Zellen wie in den Vorversu-
chen mit einer 7-stündigen Hypoxie/Normoxie und anschließender Inkubation be-
handelt (s. Abb. 6B). Am Ende des Versuchs wurden die freigesetzten reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) mit dem ROS-Assay quantitativ bestimmt. In allen Proben 
zeigte sich ein signifikanter Anstieg der ROS nach Hypoxie im Vergleich zur Normo-
xie (0 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 89,72 ± 8,50; P>0,001 vs. Normoxie: 28,40 ± 7,81; 0,01 
µg/ml 2-IB: Hypoxie: 78,42 ± 10,56; P<0,001 vs. Normoxie: 35 ± 4,84; 0,03 µg/ml 2-
IB: Hypoxie: 79,56 ± 10,58; P<0,001 vs. Normoxie: 24,73 ± 7,93; 0,05 µg/ml 2-IB: 
Hypoxie: 91,94 ± 8,91; P<0,001 vs. Normoxie: 22,14 ± 5,37; 0,1 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 
118,62 ± 8,91; P<0,001 vs. Normoxie: 23,39 ± 7,50; 0,3 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 179,38 
± 25,40; P<0,001 vs. Normoxie: 33,53 ± 8,27). Die Proben mit den Konzentrationen 
0,01 und 0,03 µg/ml 2-IB setzten tendenziell unter Hypoxie weniger ROS frei als die 
Kontrollgruppe ohne 2-IB (s. Abb. 12). 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es in allen Proben nach Hypoxie 
unter hypothermen Bedingungen eine signifikante Erhöhung von ROS unabhängig  
von der 2-IB Konzentration gab.    
Basierend auf den Daten aus Messungen von LDH, MTS und ROS sind in den weite-
ren Versuchen nur noch drei ausgewählte 2-IB Konzentrationen (0; 0,03 und 0,5 
µg/ml) verwendet worden. Die Proben mit 0 µg/ml 2-IB dienten als Kontrollgruppe, 
die Konzentration 0,03 µg/ml 2-IB war die bisher effektivste Dosis. Die Konzentration  
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Die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies ist in allen Proben nach Hypoxie signifikant erhöht.  
Die Balken zeigen den Mittelwert +/- SEM, ***P< 0,001 vs. Normoxie. 
 
3.5 Regulation von Caspase 3/7 durch 2-Iminobiotin 
 
Die Caspasen 3 und 7 sind Effektorcaspasen, welche durch Induktion weiterer 
Caspasen zur Apoptose der Zellen führen32. Die Aktivität der Caspase 3/7 wurde mit 
dem APO-Assay (Apoptose-Assay) bestimmt. Vorher wurden die IMR-32 Zellen nach 
7 h Hypoxie bzw. Normoxie mit 2-IB versetzt und inkubierten 25 h in Hypothermie 
woraufhin eine Zelllyse und Proteinisolation stattfand (s. Abb. 6B) 
In den Proben ohne 2-IB zeigte sich nach Hypoxie gegen Normoxie ein leichter, nicht 
signifikanter Anstieg der Caspase Aktivität (0 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 34546,50 ± 
2232,67; P>0,05 vs. Normoxie: 33657,25 ± 1256,78). Die Proben mit 0,03 µg/ml 2-IB 
wiesen nach Hypoxie keine signifikant veränderte Caspase Aktivität verglichen gegen 
Normoxie auf.(0,03 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 33347,25 ± 978,52; P>0,05 vs. Normoxie: 
33606,50 ± 460,44). Die Zellen, die 0,5 µg/ml 2-IB enthielten, zeigten eine nicht 
signifikant erhöhte Caspase Aktivität (0,5 µg/ml 2-IB : Hypoxie: 35694,50 ± 2641,73; 
P>0,05 vs. Normoxie: 36608 ± 2395,72)(s. Abb. 13). 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass 2-IB unter hypothermen 
Bedingungen nach Hypoxie die Aktivität von Caspase 3/7 nicht signifikant be-
einflusst. 
Abbildung 12: Einfluss von 2-IB auf die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies 













Die Aktivität von Caspase 3 und 7 ist nach Hypoxie unter hypothermen Bedingungen nicht signifikant  
durch 2-IB verändert. Die Balken zeigen den Mittelwert +/- SEM. 
 
 
3.6 Regulation von HIF-1α durch 2-Iminobiotin 
 
Die Aktivierung und Akkumulation des Transkriptionsfaktors HIF-1α wird physio-
logisch durch Hypoxie stimuliert18,19. Um die Wirkung von 2-Iminobiotin auf HIF-1α 
unter hypothermen Bedingungen zu evaluieren, fand eine Zelllyse und Proteinisolati-
on der zuvor behandelten IMR-32 Zellen statt (s. Abb. 6B). Die Detektion von HIF-1α 
in den verschiedenen Proben erfolgte mittels Western Blots. HIF-1α konnte in allen 
Proben nachgewiesen werden, die Unterschiede der Signalintensitäten zwischen 
Hypoxie und Normoxie waren nicht signifikant (0 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 1,18 ± 0,28; 
P>0,05 vs. Normoxie: 1,44 ± 0,38; 0,03 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 1,26 ± 0,39; P>0,05 vs. 
Normoxie: 1,53 ± 0,42; 0,5 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 1,24 ± 0,33; P>0,05 vs. Normoxie: 
1,66 ± 0,44)(s. Abb. 14).  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass HIF-1α nach 7 h Hypoxie bzw. 
Normoxie und 25 h Hypothermie in allen Proben detektiert werden konnte. Ein Effekt 




Abbildung 13: Regulation der Aktivität von Caspase 3/7 durch 2-IB 
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HIF-1α konnte in allen Proben detektiert werden, ein repräsentativer Western Blot ist gezeigt (A). Zur 
Relativierung der Signalintensität diente ein Blot für Aktin. HIF-1α weist keine signifikanten Unter-
schiede in den Signalintensitäten im Vergleich Hypoxie gegen Normoxie auf (B). Die Balken entspre-
chen dem Mittelwert +/- SEM.  
 
3.7 Spaltung von PARP-1 durch 2-Iminobiotin  
 
PARP-1 ist ein Enzym, das unter anderem die DNA-Reparatur nach Strangbrüchen 
katalysiert20. In gespaltener Form ist PARP-1 inaktiviert21. Um die Wirkung von 2-IB 
auf PARP-1 unter hypothermen Bedingungen in vitro zu evaluieren, wurde ein Wes-
tern Blot mit zuvor behandelten IMR-32 Zellen durchgeführt (s. Abb. 6B). PARP-1 
konnte gespalten sowie ungespalten in allen Proben nachgewiesen werden. Nach 
Hypoxie war die Menge an gespaltenem PARP-1 in allen Proben erhöht, wies jedoch 
keine Signifikanz im Vergleich zu den mit Normoxie behandelten Zellen auf (0 µg/ml 
2-IB: Hypoxie: 31,17 ± 5,71 P>0,05 vs. Normoxie: 20,16 ± 3,59; 0,03 µg/ml 2-IB: 
Hypoxie: 33,54 ± 4,87 P>0,05 vs. Normoxie: 21,36 ± 5,16; 0,5 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 
35,18 ± 6,64 P>0,05 vs. Normoxie: 21,08 ± 2,88)(s. Abb. 15).  
HIF-1α  
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Abbildung 14: Regulation von HIF-1α durch 2-IB 
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es keine signifikante Steigerung der 
gespaltenen PARP-1 Menge nach Hypoxie unter hypothermen Bedingungen unab-












                          
                                                 
 
Die PARP-1 konnte in allen Proben detektiert werden, ein repräsentativer Western Blot ist gezeigt (A). 
Quantifizierung des Anteils von gespaltener PARP-1 (B). Nach Hypoxie ist die Menge an gespaltener 
PARP-1 in allen Proben leicht gesteigert. Die Balken zeigen den Mittelwert +/- SEM.  
 
 
3.8 Phosphorylierung von Akt durch 2-Iminobiotin 
 
Akt ist eine im Zytoplasma vorkommende Kinase, die durch Phosphorylierung (zu P-
Akt) aktiviert wird und unter anderem anti-apoptotische Signale vermittelt24. Zur Un-
tersuchung der Regulation von Akt durch 2-Iminobiotin ist dieses nach 7 h Hypoxie 
für 2 h unter hypothermen Bedingungen in verschiedenen Konzentrationen auf die 
Zellen gegeben worden, woraufhin eine Zelllyse und Proteinisolation stattfand (s. 
Abb. 6B). Mit einem Western Blot wurde die vorhandene Menge an P-Akt und Akt 
bestimmt und anschließend relativiert, sodass die phosphorylierte und aktive Form in 
den verschiedenen Proben quantifiziert werden konnte. P-Akt und Akt konnten in al-
len Proben nachgewiesen werden. Nach Hypoxie war ein leichter Anstieg von P-Akt 
erkennbar, der keine Signifikanz gegen Normoxie zeigte (0 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 
PARP-1 gesp.   89 kDa 
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Abbildung 15: Spaltung von PARP-1 durch 2-IB 
 
    0 µg/ml 2-IB            0,03 µg/ml 2-IB          0,5 µg/ml 2-IB          
 
 













5 0 H y p o x ie
N o rm o x ie

















  Ergebnisse 34                                    
 
0,86 ± 0,07; P>0,05 vs. Normoxie: 0,73 ± 0,08; 0,03 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,91 ± 
0,07; P>0,05 vs. Normoxie: 0,76 ± 0,14; 0,5 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 1,05 ± 0,05; 
P>0,05 vs. Normoxie: 0,79 ± 0,10)(s. Abb. 16).  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Akt keine signifikant erhöhte Phos-














                                                                  
 
 
                                                                                                                                                                                                       
 
 
Akt und P-Akt konnten in allen Proben detektiert werden, ein repräsentativer Western Blot ist gezeigt 
(A). Nach Hypoxie ist die Menge  an P-Akt in allen Proben leicht erhöht. Die Balken zeigen den Mittel-
wert +/- SEM.  
 
3.9 Phosphorylierung von Erk durch 2-Iminobiotin 
 
Erk gehört zur Gruppe der Mitogen-aktivierten-Kinasen (MAP-Kinasen) und wird 
durch  Phosphorylierung (zu P-Erk) aktiviert. Anschließend kann P-Erk unter ande-
rem inhibierend auf pro-apoptotische Faktoren der Zelle einwirken46,31. Zur Untersu-
chung der Regulation von Erk durch 2-IB wurden nach 7 h Hypoxie verschiedene 2-
IB Konzentrationen auf die Zellen gegeben. Nach anschließender 2-stündiger Inku-
 
 Akt      60 kDa 
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Abbildung 16: Phosphorylierung von Akt durch 2-IB
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bation in Hypothermie fand eine Proteinisolierung statt (s. Abb. 6B). Anhand von 
Western Blots wurde die vorhandene Menge an P-Erk und Erk bestimmt und an-
schließend relativiert. Es zeigte sich nach Hypoxie in allen Proben ein signifikanter 
Anstieg an P-Erk gegen Normoxie (0 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,30 ± 0,08; P<0,05 vs. 
Normoxie: 0,16 ± 0,03; 0,03 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,32 ± 0,03; P<0,01 vs. Normoxie: 
0,16 ± 0,04; 0,5 µg/ml 2-IB: Hypoxie: 0,42 ± 0,12; P<0,01 vs. Normoxie: 0,23 ± 
0,08)(s. Abb. 17).  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Menge an P-Erk nach Hypoxie 
unter hypothermen Bedingungen signifikante Steigerung aufwies, was unabhängig 
von der 2-IB-Konzentration war.  
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Darstellung eines repräsentativen Western Blots von P-Erk und Erk (A). Nach Hypoxie ist die Menge 
an P-Erk in allen Proben signifikant gegen Normoxie erhöht (B). Die Balken zeigen den Mittelwert +/- 
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4.1 Eigenschaften des verwendeten in-vitro Modells  
 
Die Hypoxisch-ischämische Enzephalopathie sollte bestmöglich und reproduzierbar 
in ein in-vitro Modell projiziert werden. IMR-32 Zellen sind Vorläuferzellen sympathi-
scher Ganglien, die nach Differenzierung große Projektionen kortikaler Neurone dar-
stellen46. Morphologische Veränderungen des zerebralen Kortex nach HIE konnten 
bereits in Studien nachgewiesen werden: Betroffene Neugeborene zeigten magnet-
resonanz-tomografische Schädigungen in kortikalen Arealen 72 h postnatal in Form 
von Hyperintensitäten im diffusions-gewichteten Bild47,48. Auch in Tierexperimenten 
mit neonatalen Ratten waren lichtmikroskopisch 48 h nach Hypoxie zellmorphologi-
sche Veränderungen des Kortex in Form von Nekrosen und Apoptose sichtbar47 Eine 
veränderte Morphologie nach Hypoxie zeigten auch die IMR-32 Zellen, die in dieser 
Arbeit verwendet wurden, in Form von verminderter Konfluenz, Zell-Zellkontaktlösung 
und Zell-Bodenkontaktlösung. Die HIE kann somit zumindest teilweise durch das in-
vitro Modell repräsentiert werden. 
Hierüber ließen sich die Phasen der HIE im in-vitro Modell mit IMR-32 Zellen nach-
vollziehen: Zu Beginn ereignet sich die primäre Phase, die durch Zellnekrose wäh-
rend der akuten Hypoxie charakterisiert ist7. Im in-vitro Modell wurde die akute Hypo-
xie für 7 h eingesetzt. Dieser Zeitraum wurde basierend auf Erfahrungswerten vorhe-
riger Hypoxiestudien unseres Instituts ausgewählt38,42,49. Im direkt auf die Hypoxie 
folgenden Zeitraum findet die Reoxygenierung statt und ist die latente Phase, die in-
vivo bis zu 6 h andauert6,8. Die latente Phase stellte in dem in-vitro-Modell die 25-
stündige hypotherme Postinkubationszeit in Normoxie dar. Anschließend folgt die 
sekundäre Phase des neuronalen Zelluntergangs, der sich aus den bereits initiierten, 
in die Apoptose führenden Signalkaskaden ergibt. In dem IMR-32-Zellmodell wurde 
der sekundäre neuronale Untergang durch die Bestimmung der freigesetzten Laktat-
dehydrogenase evaluiert. Ein signifikanter Zellschaden war erst nach 25 h Inkubati-
onszeit in Hypothermie messbar. Im terminalen Stadium der Apoptose erfolgt eine 
Lyse apoptotischer Körperchen und ihrer Membran, wodurch sich ein erst später, 
jedoch massiver Anstieg der extrazellulär gemessenen LDH erklären lässt50. Die 
Postinkubationszeit bis zum detektierbaren Zellschaden wurde auf 25 h nach 7 h 
Hypoxie angepasst, was sich durch die hypothermen Bedingungen ergab. Vorherige 
  Diskussion 37                                    
 
Studien unseres Instituts mit IMR-32 Zellen ohne Hypothermie zeigten nach 7 h 
Hypoxie und anschließender 17 h andauernder Inkubation unter normothermen Be-
dingungen bereits eine signifikante LDH-Steigerung38.  
Es konnte nach diesen Versuchen gezeigt werden, dass der Zeitraum zwischen En-
de der Hypoxie bis zum messbaren Zellschaden, der mit der latenten Phase ver-
gleichbar ist, durch Hypothermie verlängert wird.   
Die Hypothermie hat sich in-vivo als bisherige neuroprotektive Therapie der Wahl für 
die HIE etabliert7. Dies wurde in unserem in-vitro Modell bewusst nicht weiter isoliert 
untersucht, da die Zielsetzung der Arbeit darin bestand, die Effekte des 2-IB in Kom-
bination mit Hypothermie zu beurteilen und mögliche additive Neuroprotektion durch 
2-IB evaluieren zu können.  
 
4.2 Effekte von 2-IB und Hypothermie auf den hypoxieinduzierten  Zellscha-
den  
 
Die IMR-32 Zellen wurden nach Beendigung der Hypoxie mit verschiedenen 2-IB 
Konzentrationen versetzt. Die ausgewählten Konzentrationen hatten teilweise in vor-
herigen Studien unseres Instituts, die unter normothermen Bedingungen durchge-
führt wurden, Effekte in Form von reduziertem hypoxieinduzierten Zellschaden ge-
zeigt38. In dieser Arbeit war in Proben mit den 2-IB Konzentrationen 0,01 und 0,03 
µg/ml ebenso ein signifikant reduzierter hypoxieinduzierter Zellschaden durch LDH-
Assays messbar. Diese Ergebnisse zeigen, dass 2-IB auch unter Hypothermie 
neuroprotektiv wirkt. Die in diesem Zusammenhang beobachtete Morphologie ist 
hierfür ein weiterer Hinweis. Protektive Effekte nach Hypoxie durch 2-IB konnten be-
reits in-vivo durch Perrone et al. sowie Peeters-Scholte et al. gezeigt werden, was 
auf die selektive Inhibition der Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) als Wirkmechanis-
mus zurückgeführt wurde2,14. Da 2-Iminobiotin durch seine Guanidino- und Carbo-
xylgruppe strukturähnliche Merkmale zu L-Arginin aufweist, wird es in der Nähe des 
aktiven Zentrums der NOS gebunden, kann jedoch als Substrat nicht umgesetzt wer-
den. Es entsteht eine kompetitive reversible Hemmung, unter der kein Stickstoffmo-
noxid freigesetzt wird. 2-IB hemmt selektiv die induzierbare und die neuronale 
NOS2,51. Fujisawa et al. zeigten jedoch, dass die IMR-32 Zelllinie, die auch in dieser 
Arbeit verwendet wurde, keine detektierbare Aktivität an NOS aufweist52. Der Effekt 
der Neuroprotektion durch selektive NOS Inhibition als Wirkmechanismus lässt sich 
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somit auf die verwendeten IMR-32 Zellen nicht übertragen. Somit besteht eine hohe 
Wahrscheinlichkeit, dass 2-IB über weitere Wirkmechanismen verfügt. Eine Studie 
von Nijboer et al. stellte ebenfalls einen neuroprotektiven Effekt durch 2-Iminobiotin 
ohne Reduktion der zerebralen Stickstoffmonoxidkonzentration fest40.  
In dieser Arbeit wurden weitere mögliche Mechanismen zur Erklärung der Verringe-
rung des Zellschadens durch 2-Iminobiotin in Betracht gezogen und untersucht.                                                                                                  
4.3 Effekte von 2-IB und Hypothermie auf Zellmetabolismus und Apoptose 
 
In den Versuchen dieser Arbeit zeigten die IMR-32 Zellen unter hypothermen Bedin-
gungen nach Hypoxie unabhängig von der 2-IB Konzentration verringerte metaboli-
sche Aktivität. In der Literatur werden sowohl Hypoxie als auch Hypothermie als 
hemmende Faktoren des Zellmetabolismus aufgeführt: Wheaton et al. zeigten, dass 
die Reduktion des Stoffwechsels nach Hypoxie zunächst ein Anpassungsmechanis-
mus ist und der Aufrechterhaltung der Homöostase dient. Beispielweise wird der 
Elektronentransport über die mitochondriale Atmungskette, die als größte Energie-
gewinnungsquelle der Zelle dient, durch ein niedriges Sauerstofflevel verringert53. 
Sehr niedrige Energiegewinnung kann jedoch eine Energiedepletion zur Folge ha-
ben, die zur Freisetzung von Glutamat und massivem Kalziumeinstrom in die Zellen 
führt, wodurch Apoptosekaskaden initiiert werden können9. Doenicke et al. beobach-
teten, dass die Stoffwechselrate temperaturabhängig ist und pro 1°C um 7-9 % sinkt 
oder steigt54. Es ist daher wahrscheinlich, dass die metabolische Aktivität der IMR-32 
Zellen in diesen Versuchen nach Hypoxie durchgehend durch die Hypothermie stark 
herunter reguliert wurde. Ein möglicher Einfluss auf den Zellmetabolismus durch 2-IB 
nach Hypoxie lässt sich unter hypothermen Bedingungen entsprechend schwer beur-
teilen. 
Als Surrogatparameter für den Zellschaden nach Hypoxie wurde bereits eine Be-
stimmung der extrazellulären Laktatdehydrogenase durchgeführt. Zur Quantifizierung 
aller Zellen, die bereits Caspase-abhängige Apoptosekaskaden initiiert  haben, wur-
de ein Apoptose-Assay durchgeführt. Es konnten darüber weitere Zellen erfasst wer-
den, die sich in der Apoptose befanden und noch nicht vollständig in dem letzten 
Schritt der Zellwandlyse mit LDH-Freisetzung waren. Der Apoptose-Assay quantifi-
ziert die gemeinsame Aktivität von Caspase 3 und 7. Die Apoptose kann zudem auch 
unabhängig von Caspasen stattfinden, was in diesem Fall nicht mit dem Assay er-
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fasst wurde55. Die Proteinisolierung für die Messungen fand nach 7 h Hypoxie und 
folgenden 25 h Hypothermie aus Proben ohne 2-Iminobiotin als Kontrolle, 0,03 µg/ml 
und 0,5 µg/ml 2-IB statt. Da die hohen Konzentrationen ab 0,1 µg/ml 2-IB in der Mes-
sung der reaktiven Sauerstoffspezies interessanterweise bereits eine Tendenz zu 
gegenteiligen Effekten in Form von gesteigerter ROS-Produktion gegen die Kontroll-
gruppe zeigten, wurde die Konzentration von 2-IB zur Gewinnung weiterer Erkennt-
nisse über die möglichen involvierten Signalwege auf 0,5 µg/ml gesteigert. Diese Än-
derung der Konzentration ist in den darauffolgenden Experimenten übernommen 
worden. Caspase 3 und 7 fungieren als Effektorcaspasen zur Einleitung des pro-
grammierten Zelltods11. Walsh et al. beschrieben eine ähnliche Funktion und enge 
Verwandtschaft von Caspase 3 und 7, wobei Caspase 3 als das effizientere Enzym 
zur Aktivierung der Caspase-Kaskade herausgestellt wird56. In dem verwendeten 
Assay sind die Caspasen jedoch ausschließlich zusammen quantifiziert worden. Pee-
ters-Scholte et al. wiesen in Tierexperimenten an Ferkeln eine signifikant reduzierte 
Caspase 3 Aktivität in parietalem Kortex, Striatum und Hippokampus 24 h nach 
Hypoxie und 2-IB Gabe nach14. In einem weiteren in-vivo Experiment mit Ferkeln von 
Bjorkman et al. konnte im Thalamus 48 h nach Hypoxie hingegen keine signifikante 
Veränderung der Aktivität von Caspase 3 nach 2-IB Gabe festgestellt werden37. Laj-
tha et al. beschrieben in verschiedenen Ischämiemodellen eine zeit-abhängige Akti-
vierung der Caspasen 1, 2, 3, 6, 7, 8 und 11. Beispielweise zeigte sich in einem 
Ischämiemodell an Ratten erst 16-24 h nach Okklusion der mittleren Zerebralarterie 
eine Erhöhung der mRNA von Caspase 3, wohingegen die mRNA von Caspase 7 
und 8 bereits nach 6 h erhöht war und nach 12-24 h die höchsten Konzentrationen 
erreicht wurden57. Eine anti-apoptotische Wirkung konnte in dem von uns verwende-
ten in-vitro Modell mit IMR-32-Zellen mit der Konzentration 0,03 µg/ml 2-IB nach 25 h 
Hypothermie nur mit einer schwachen Tendenz und nicht signifikant gezeigt werden. 
Eine erneute Bestimmung von Caspase 3 und 7 zu weiteren Zeitpunkten könnte 
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4.4 Effekte von 2-IB und Hypothermie auf oxidativen Stress 
 
Durch Sauerstoffmangel im Gewebe entsteht zellulär oxidativer Stress, was sich 
durch eine starke Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auszeichnet12. Diese 
wirken in hohen Konzentrationen schädigend auf die Mitochondrien und das Genom 
und initiieren Apoptosekaskaden2. Für die ROS-Bestimmung inkubierten die IMR-32 
Zellen des in-vitro Modells nach Hypoxie 25 h unter Hypothermie mit 2-IB Konzentra-
tionen von 0 bis 0,3 µg/ml. Zitta et al. haben in vorherigen Studien gezeigt, dass die 
Zugabe von Katalase, eines der Enzyme, die zur Hypoxieinduktion des in-vitro Mo-
dells verwendet wurden (s. 2.2.1.3), anteilige ROS-Mengen senkt42. Daher schien es 
zunächst schwierig, die alleinigen Effekte von 2-IB kombiniert mit Hypothermie auf 
die ROS-Produktion zu beurteilen. In dieser Arbeit zeigte sich dennoch eine signifi-
kant erhöhte Freisetzung der ROS in allen Proben nach Hypoxie im Vergleich zur 
Normoxie. Dieses Ergebnis spricht für die Funktionalität des Zellmodells mit IMR-32 
Zellen, weil eine verstärkte ROS-Produktion nach Hypoxie auch physiologisch statt-
findet59. Zudem wird die Hypothese untermauert, dass es neben der NOS-Inhibition 
durch 2-IB weitere Effekte gibt, die zu einem verringerten Zellschaden führen, da sich 
keine eindeutige Korrelation zwischen ROS-Produktion und Zellschaden ergeben 
hat.          
4.5 Effekte von 2-IB und Hypothermie auf Signalmoleküle 
 
Die aktivierte Form von HIF-1α kann im Zellkern mit HIF-1β dimerisieren und fördert 
als Transkriptionsfaktor HIF-1 eine Genexpression zur Adaption der Zelle an Hypo-
xie18. Aufgrund dieser Funktion wurde HIF-1 schon in zahlreichen Studien als sehr 
bedeutsamer Mediator beschrieben60. Auch gegenteilige Effekte sind bekannt: Aus-
geprägte Hypoxie oder Anoxie führen über HIF-1α in den intrinsischen Weg der 
Apoptose19.                                                                         .                                                                                                         
In dieser Arbeit wurde HIF-1α in allen Proben detektiert, erwies jedoch unabhängig 
von der 2-IB Konzentration keine Steigerung nach Hypoxie. Zitta et al. führten an un-
serem Institut ebenfalls in-vitro Versuche an IMR-32 Zellen durch und konnten eine 
signifikante Erhöhung von HIF-1α nach 2 h Hypoxie und anschließenden 24 h Nor-
mothermie zeigen61. Stroka et al. hingegen stellten in Hypoxieversuchen an Mäusen 
andere Zeitpunkte einer HIF-1α Steigerung fest. Der inspiratorische Sauerstoffanteil 
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der Tiere wurde für 75 min reduziert. Der Maximalwert von HIF-1α wurde zum Zeit-
punkt 0 nach Hypoxie bestimmt. Die HIF-1α Menge fiel daraufhin nach 15 min auf 
etwa die Hälfte ab und nach 1 h war keine Erhöhung mehr gegen die Kontrollgruppe 
auszumachen62. Vermutlich ist die HIF-1α Freisetzung nach Hypoxie abhängig von 
Zeit, Zelltyp und weiteren Gegebenheiten. Der IMR-32 Zelltyp ist durchaus dazu in 
der Lage, HIF-1α unter Hypoxie freizusetzen, was Zitta et al. bereits gezeigt haben61. 
Eine weitere mögliche Erklärung für die nicht signifikant gesteigerte HIF-1α Menge 
nach Hypoxie in dieser Arbeit könnte die Hypothermie als zusätzlicher Faktor sein. 
Tanaka et al. untersuchten in T98G (einer humanen Glioblastomzellinie) und in He-
La-Zellen eine zeitabhängige Unterdrückung der hypoxieinduzierten Akkumulation 
von HIF-1α nach 24 h unter hypothermen Bedingungen63. Die Hypothermie wurde 
jedoch nicht in Normoxie, sondern zeitgleich mit der Hypoxie eingesetzt. Dennoch ist 
die Hypothermie als Störfaktor ein möglicher Anhaltspunkt, der genauer evaluiert 
werden könnte. Es ist schwierig, den Einfluss von 2-IB kombiniert mit Hypothermie 
auf HIF-1α zu beurteilen. Nach Hypoxie wäre eine Steigerung von HIF-1α in der 
Kontrollgruppe ohne 2-IB zu erwarten gewesen, was sich in unseren Experimenten 
unter hypothermen Bedingungen nicht gezeigt hat. Bisher gibt es keine Hinweise, 
dass 2-Iminobiotin in Kombination mit Hypothermie auf HIF-1α wirkt, ein möglicher 
Effekt ist jedoch nicht auszuschließen.  
Die PARP-1 ist ein weiteres in dieser Arbeit untersuchtes Molekül. Hauptsächlich ist 
sie an der DNA-Strangbruchreparatur beteiligt, sowie an Transkription, Apoptose und 
Mitose20. Die PARP-1 benötigt für die katalytische Aktivität der Strangbruchreparatur 
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+), welches nicht nur PARP-1 sondern auch zahl-
reichen zellulären Stoffwechselreaktionen der Energiegewinnung als Coenzym 
dient64. Eine übersteigerte PARP-1 Aktivierung führt daher unter anderem über 
NAD+-Verbrauch in eine Energiedepletion, die den nekrotischen Zelltod induzieren 
kann22. Das Ausmaß der DNA-Strangbrüche bestimmt die Ausprägung der gegentei-
ligen Effekte durch PARP-1. Eine Inaktivierung der PARP-1 erfolgt unter anderem 
durch Spaltung durch Caspasen. Boulares et al. beschreiben Caspase 3 als führen-
des Enzym der PARP-Spaltung21. Germain et al. wiesen hingegen durch in-vitro Ex-
perimente mit aufgereinigter PARP-1 aus Rindern eine größere Effizienz der Caspa-
se 7 bei der Spaltung auf65. Die genaue Präferenz ist für die Herstellung eines mögli-
chen Zusammenhangs zwischen Aktivität von Caspasen und PARP-1-Spaltung in 
dieser Arbeit nicht von Relevanz, da Caspase 3 und 7 ausschließlich zusammen 
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quantifiziert wurden. PARP-1 konnte in dieser Arbeit in allen Proben nach Hypoxie 
unabhängig von der 2-IB Konzentration nachgewiesen werden und zeigte keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen Hypoxie und Normoxie. Chaitanya et al. beschrei-
ben die Caspase 3-induzierte Spaltung der PARP-1 als bei zerebraler Asphyxie beo-
bachtetes Phänomen und als Marker für apoptotische Zellen66. Folglich erscheint 
eine erhöhte Menge an gespaltener PARP-1 unter Hypoxie logisch, da die durch 
Hypoxie induzierten Strangbrüche zur PARP-1 Aktivierung führen. Parallel werden 
durch Hypoxie jedoch auch Apoptosekaskaden initiiert, in denen Caspasen aktiviert 
werden und PARP-1 spalten und inaktivieren können67. Zeitgleich kann PARP-1 so-
mit durch Hypoxie aktiviert als auch inaktiviert werden. Physiologisch erscheint die 
PARP-1 Inaktivierung sinnvoll, da eine DNA-Reparatur apoptotischer Zellen keinen 
Nutzen bringt. Die bisherige Datenlage sowie die Experimente dieser Arbeit liefern 
keine Indizien, die auf einen Zusammenhang zwischen 2-IB kombiniert mit Hypo-
thermie und der Spaltung von PARP-1 schließen lassen. 
4.6 Effekte von 2-IB und Hypothermie auf Überlebenskaskaden 
  
Als Schutzmechanismus gegen Hypoxie können Überlebenskaskaden initiiert wer-
den, um einen kollektiven Untergang eines Zellverbandes zu verhindern11. In dieser 
Arbeit wurden die Enzyme P-Akt und P-Erk untersucht, die sich in der Endstrecke 
zweier unterschiedlicher Überlebenskaskaden, dem Akt-Signalweg und der MAP-
Kinasekaskade, befinden11,24. Beide Signalwege führen zur Phosphorylierung von 
Akt und Erk zu deren aktiven Formen P-Akt und P-Erk31,68. Zur Quantifizierung der 
beiden Enzyme wurde eine Proteinisolierung aus Proben durchgeführt, die 7 h in 
Hypoxie und anschließender Hypothermie mit den 2-IB Konzentrationen 0; 0,03 und 
0,5 µg/ml für 2 h inkubierten. In früheren Studien unseres Institutes hat sich die früh 
stattfindende Phosphorylierung von Akt und Erk gezeigt49,69,70. Daher wurde der Zeit-
raum von nur 2 statt 25 h Inkubation in Hypothermie ausgewählt. 
Tomimatsu et al. führten Experimente an neonatalen Ratten durch. Die linke Karoti-
sarterie wurde für 1 h zur Induktion einer zerabralen Hypoxie ligiert. Dann folgte eine 
Reperfusionsphase für 24 h, die entweder unter 30°C Hypothermie oder 37°C Nor-
mothermie stattfand. In der frühen Reperfusionsperiode konnte eine erhöhte Menge 
an P-Akt in der mit 37°C behandelten Gruppe gemessen werden, was auf die mit 
Hypothermie behandelten Tiere jedoch nicht zutraf71. In den vorliegenden IMR-32 
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Zellkulturen zeigte sich nach Hypoxie in Hypothermie ebenfalls kein signifikanter An-
stieg an P-Akt, jedoch war eine vermehrte Phosphorylierung nach Hypoxie erkenn-
bar. Zhao et al. beschäftigten sich genauer mit der Hypothermieeinwirkung auf die 
Phosphorylierung der Akt. Sie führten ein Experiment zu zerebraler Ischämie mit Rat-
ten unter Okklusion der Karotiden für 1 h durch. Die P-Akt Menge wurde zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten durch Western Blots bestimmt. In der mit Normothermie 
behandelten Gruppe zeigten sich während der Reperfusionsphase starke Schwan-
kungen der P-Akt Menge. Die Tiere der Vergleichsgruppe mit Hypothermiebehand-
lung, die 10 min vor bis 1 h nach der Ischämie andauerte, wiesen in der P-Akt Menge 
bis auf eine zwischenzeitliche Absenkung 24 h nach Ischämie keine signifikanten 
Abweichungen auf. Folglich bewirkte die Hypothermie keine Steigerung an P-Akt, 
stabilisierte diese jedoch größtenteils gegen Schwankungen72. Durch den Einsatz der 
Hypothermiebehandlung 10 min vor Hypoxie bzw. Ischämie handelt es sich um eine 
Präkonditionierung. Folglich sind diese in-vivo Experimente nur teilweise mit den von 
uns durchgeführten in-vitro Versuchen an IMR-32 Zellen vergleichbar. Als möglichen 
molekularen Mechanismus bestimmten Zhao et al. die Konzentration der Phosphata-
se PTEN, die in aktiver Form PIP3 zu PIP2 dephosphoryliert und damit die Akt-
Signalkaskade unterbricht. Die PTEN-Konzentration wurde zu mehreren Zeitpunkten 
bestimmt. Die inaktive Form von PTEN wurde unter Hypothermie vermehrt nachge-
wiesen, was eine geringere P-Akt Schwankung als in Normothermie erklären 
könnte72. Da die Proben der verschiedenen Konzentrationen an 2-IB keine signifikan-
ten Unterschiede an P-Akt sowohl in Hypoxie als auch in Normoxie gegen die Kont-
rollgruppe zeigten, gibt es bisher keine Anhaltspunkte für einen möglichen Effekt 
durch 2-IB auf Akt in Hypothermie.  
P-Erk hingegen war in allen Proben nach Hypoxie und Hypothermie mit verschiede-
nen 2-IB Konzentrationen signifikant im Vergleich zur Normoxie gesteigert. Zudem 
konnte auch hier eine Tendenz zu erhöhter Phosphorylierung proportional zur 2-IB 
Konzentration gezeigt werden, was jedoch ebenfalls nicht signifikant im Vergleich zur 
Kontrollgruppe ohne 2-IB war. Zum Einfluss von Hypothermie allein auf den Erk-
Signalweg existiert eine gegensätzliche Datenlage. Whittington et al. konnten exemp-
larisch in in-vitro Experimenten ohne Hypoxie an humanen Neuroblastomzellen (SH-
SY5Y) eine signifikante P-Erk Verringerung unter Hypothermie verglichen mit Normo-
thermie feststellen73. Dagegen zeigten Atkins et al. eine erhöhte Erk Aktivierung 
durch Hypothermiebehandlung in einem Versuch mit Ratten74. Sawe et al. beschrie-
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ben unterschiedliche Effekte nach Erk Aktivierung in Form von gesteigerter als auch 
verminderter Zellprotektion, was abhängig von den auslösenden Faktoren der Sig-
nalkaskade sein könnte75. Möglicherweise werden durch Hypothermie die protektiven 
Effekte durch P-Erk gesteigert und dessen schädigende Wirkung gehemmt, was die 
unterschiedliche Datenlage und auch unser Versuchsergebnis erklären könnte76. Die 
in Hypoxie signifikant erhöhte Konzentration an P-Erk in unserem IMR-32 Modell 
könnte folglich unter anderem inhibierend auf die pro-apoptotischen Mitglieder Bad, 
Bim und Bax der Bcl-2 Familie wirken. Dadurch kommt es zu einer verringerten Po-
renbildung für die Freisetzung von Cytochrom C aus Mitochondrien, was wiederum 
zu verringerter intrinsischer Apoptoseaktivität führen könnte46,48. Allan et al. be-
schrieben direkte inhibitorische Effekte von P-Erk auf weitere Mediatoren des intrinsi-
schen Apoptoseweges wie auf die Effektorcaspase 332. 
In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass  2-Iminobiotin kombi-
niert mit Hypothermie zytoprotektive Effekte nach Hypoxie zeigt. Die verwendeten 
IMR-32 Zellen sind Neuroblastomzellen und stellen einen isolierten Zelltyp dar, der 
dem Kortex ähnelt, jedoch nicht den gesamten Zellverband des zerebralen Gewebes 
wiederspiegelt. Eine weitere interessante Fragestellung wäre daher, wie sich 2-IB 























Perinatale Asphyxie gilt als eine der wichtigsten Ursachen der neonatalen Morbidität 
und Mortalität. Als Komplikation kann sich eine Hypoxisch-ischämische Enzephalo-
pathie entwickeln, deren Behandlung mangels Alternativen ausschließlich durch den 
Einsatz von Hypothermie erfolgt. Es wird an pharmakologischen Therapieoptionen 
geforscht, die in Kombination mit Hypothermie angewendet werden können. Ziel aller 
entsprechenden Ansätze ist eine Verminderung des nach perinataler Asphyxie auf-
tretenden Zellschadens. In der vorliegenden Arbeit sollte evaluiert werden, ob die 
Substanz 2-Iminobiotin (2-IB) den hypoxieinduzierten Zellschaden supplementär zur 
Hypothermiebehandlung reduziert und welche Mechanismen dabei eine Rolle spie-
len. 
Unter Verwendung eines enzymbasierten in-vitro Hypoxiesystems wurde in Kulturen 
von neuronalen IMR-32 Zellen eine 7-stündige Hypoxie induziert. Daraufhin inkubier-
ten die Zellen für 25 h unter Hypothermie bei 33,5°C, während sie zeitgleich mit ver-
schiedenen 2-IB Konzentrationen (0-0,5 µg/ml) behandelt wurden. Die Zellmorpholo-
gie wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten evaluiert. Der hypoxieinduzierte Zell-
schaden wurde durch LDH-Assays analysiert. Zur Bestimmung der metabolischen 
Aktivität der Zellen dienten MTS-Assays. Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies 
und die Aktivität von Caspase 3/7 wurden mittels fluorometrischer Assays gemessen. 
Zudem wurden Western Blots für HIF-1α, PARP-1 und die phosphorylierten Formen 
von Akt und Erk durchgeführt. 
 
25 h nach Hypoxie konnten sichtbare morphologische Zeichen von Zellschäden und 
signifikant erhöhte LDH-Freisetzung trotz Hypothermie beobachtet werden. Die Be-
handlung mit 0,01 und 0,03 µg/ml 2-IB reduzierte den morphologisch sichtbaren Zell-
schaden sowie die hypoxieinduzierte LDH-Freisetzung auch unter hypothermen Be-
dingungen. Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies war 25 h nach Hypoxie signi-
fikant gesteigert, wohingegen die metabolische Zellaktivität signifikant reduziert wur-
de. Die Gabe von 2-IB zusätzlich zur Hypothermie hatte keinen Einfluss auf diese 
hypoxieinduzierten Effekte. Eine 7-stündige Hypoxie führte auch unter hypothermen 
Bedingungen zu einer erhöhten Phosphorylierung von Erk, welche unabhängig von 
der Anwesenheit von 2-IB im Kulturmedium war. Unter Hypothermie zeigte sich nur 
ein geringfügiger Einfluss von Hypoxie auf die Caspase 3/7, HIF-1α Expression, 
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Spaltung von PARP-1 sowie die Phosphorylierung von Akt. Die Zugabe von 2-IB hat-
te insgesamt keinen signifikanten Effekt auf die untersuchten Proteine. 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 2-Iminobiotin in Kombination mit Hypo-
thermie in der Lage ist, den hypoxieinduzierten Zellschaden zu reduzieren. Obwohl 
die exakten Wirkungsmechanismen in der vorliegenden Arbeit nicht entschlüsselt 
werden konnten, deuten die Daten darauf hin, dass die kombinierte Therapie beste-
hend aus Hypothermie und 2-IB eine vielversprechende Behandlungsstrategie zur 
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